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ABSTRACT 
Ozonation is a new breakthrough that can be used to 
extend the shelf life of food because it does not leave any 
chemical residues. Ozone works by damaging the cell walls of 
bacteria and disrupting their metabolism process, so it will 
affect the bacteria. The purpose of this research was to 
determine the effect of ozonation and refrigerator storage of 
milk assessed from total bal, pH value and milk stability. This 
research was conducted from August 31 to September 24, 2020 
in the Microbiology Laboratory, Faculty of Animal Science, 
Universitas Brawijaya, Malang. The research method was 
experimental using a Nested Design, consist of 5 treatments and 
3 replication for each type of milk (ozonated and fresh) with 
storage duration of 0 h, 24 h, 48 h, 72 h and 96 h. Duncan 
Multiple Range Test use if there was a significant difference. 
Stability of milk will be analyzed descriptively. The results 
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showed that there was a highly significant difference (P <0.01) 
for the total lactic acid bacteria (LAB) during the storage period 
on both ozonated and fresh milk, with lower growth of LAB in 
ozonated milk. The pH value did not show any difference 
(P>0,05) during the storage period for ozonated milk, but had a 
highly significant difference (P<0.01) on milk storage without 
ozonation treatment. Ozonated milk showed more stable during 
the storage period compared with milk without ozonation 
treatment. It could be concluded that ozonation treatment gave 
an effect on milk during storage assessed from total LAB, pH 
value and milk stability.  
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Susu merupakan salah satu hasil peternakan yang 
memiliki kandungan nutrisi yang lengkap. Kompleksnya 
kandungan nutrisi di dalam susu menjadikan susu sebagai 
media yang tepat bagi pertumbuhan dan perkembangbiakan 
mikroba, sehingga menyebabkan masa simpan yang relatif 
singkat dan tergolong perishable food. Ozonisasi merupakan 
salah satu terobosan baru yang dapat digunakan untuk 
memperpanjang masa simpan makanan karena tidak 
meninggalkan residu kimia pada pangan. Ozon bekerja dengan 
cara merusak dinding sel bakteri kemudian mengganggu proses 
metabolismenya, sehingga bakteri akan mati. Ozon dipilih 
karena memiliki kemampuan antimikrobial yang tinggi dan 
jangkauan spektrum yang luas untuk membunuh berbagai 




Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui 
pengaruh ozonisasi dan lama simpan suhu refrigerator pada 
susu segar ditinjau dari total BAL, pH dan stabilitas susu. Bahan 
yang digunakan untuk penelitian ini adalah 3 liter susu yang 
diperoleh dari peternak di daerah Malang. Susu dibagi menjadi 
10 botol untuk setiap ulangan nya sesuai perlakuan dan lama 
penyimpanan dengan volume masing-masing botol sebanyak 
100 ml. Manfaat dari penelitian ini adalah memberi informasi 
dan pengetahuan mengenai pengaruh ozonisasi dan lama 
simpan pada suhu refrigerator terhadap susu segar sehingga 
dapat diketahui kualitas susu segar dan susu ozonisasi selama 
penyimpanan, serta dapat dijadikan pertimbangan dalam 
industri pangan kedepannya karena ozon adalah zat yang 
mudah terdekomposisi dan tidak meninggalkan residu kimia 
pada pangan sehingga dapat menurunkan dampak terhadap 
lingkungan dan biaya produksi dari perusahaan. 
Penelitian ini dilakukan pada 31 Agustus hingga 24 
September 2020 di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas 
Peternakan, Universitas Brawijaya, Malang. Metode penelitian 
yang digunakan adalah eksperimental dengan menggunakan 
Rancangan Tersarang, terdiri dari 5 perlakuan dan 3 ulangan 
untuk setiap jenis susu (ozon dan segar) dengan penyimpanan 
selama 0 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 jam. Uji Jarak 
Berganda Duncan dilakukan apabila ada hasil yang berbeda. 
Stabilitas susu diuji menggunakan uji alkohol dan dianalisis 
secara deskriptif.  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat 
perbedaan yang sangat nyata (P<0,01) untuk total bakteri asam 
laktat (BAL) selama penyimpanan pada susu ozonisasi dan susu 
segar, dengan jumlah pertumbuhan BAL lebih rendah pada susu 
ozonisasi. Nilai pH tidak menunjukkan adanya perbedaan 
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(P>0,05) pada susu ozonisasi, tetapi memiliki pengaruh berbeda 
sangat nyata (P<0,01) pada penyimpanan susu tanpa perlakuan 
ozonisasi. Stabilitas sifat koloidal protein susu ozonisasi 
menunjukkan hasil yang lebih stabil dibandingkan dengan susu 
segar setelah di uji dengan alkohol. Susu ozonisasi 
menunjukkan hasil terbaik karena mampu disimpan hingga 96 
jam. Dapat disimpulkan bahwa proses ozonisasi dan lama 
simpan suhu refrigerator pada susu segar memberikan pengaruh 
terhadap total BAL, pH dan stabilitas susu. Saran dari penelitian 
ini yaitu pengujian komponen lain yang ada di dalam susu 
selama penyimpanan sehingga dapat diketahui pengaruh ozon 
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1.1 Latar Belakang 
Susu merupakan salah satu produk pangan yang 
penting karena mengandung nutrisi yang tinggi. Susu terdiri 
dari komponen nutrisi yang lengkap berupa air dan komponen 
terlarut seperti karbohidrat, lemak, protein dan beberapa 
komponen minor lainnya: vitamin, mineral dan enzim 
(Genecya, Setiasih and Andoyo, 2019). Banyaknya kandungan 
nutrisi yang terdapat pada susu menjadikan susu sebagai tempat 
yang cocok untuk pertumbuhan dan perkembangbiakan 
mikroba. Hal ini menjadikan susu sebagai salah satu produk 
yang memiliki umur penyimpanan yang relatif singkat / 
perishable food. 
Beberapa mikroba yang berada di dalam susu 
merupakan mikroba patogen, serta beberapa mikroba juga 
tergolong sebagai mikroba pengurai yang membentuk enzim 
sehingga mengurangi kualitas dan stabilitas selama 
penyimpanan (Genecya, et al., 2019).  
Salah satu proses yang paling sering dilakukan dalam 
industri susu untuk menjaga kualitas dan kandungan mikroba 
sebelum pengolahan lebih lanjut yaitu dengan proses 
pasteurisasi. Ambarsari, Qanytah dan Sudaryono (2013) 
menyatakan bahwa proses pasteurisasi mematikan 95-99% 
bakteri yang ada. Selain itu, pasteurisasi memiliki pengaruh 
yang cukup besar pada sifat sensorik dan nilai gizi susu. 
Pasteurisasi juga dapat menyebabkan terjadinya perubahan 
struktur pada lemak susu, protein dan komponen lainnya 
(Genecya, et al., 2019). Ren, Li, Dudu and Ma (2019) 
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menjelaskan proses pemanasan pasteurisasi memicu perubahan 
sifat kritalisasi pada lemak susu. Dalam susu, lemak, yang 
utamanya terdiri dari triasilgliserol (TAG, 98% dari lemak susu) 
bertindak sebagai MFG (Milk Fat Globule) yang distablikan 
oleh membran tipis yang disebut MFGM (Milk Fat Globule 
Membrane) yang terdiri dari protein, fosfolipid, vitamin dan 
karotenoid. 
Terdapat alternatif untuk mengurangi pertambahan 
mikroba di dalam susu yaitu menggunakan substansi yang dapat 
menginaktifkan mikroba tanpa mempengaruhi keamanan dan 
kualitas susu (seperti ozonisasi, peroksida dan CO2) 
(Cavalcante, Junior, Tribst and Christianini, 2013). Ozonisasi 
sendiri merupakan salah satu teknik yang jarang digunakan dan 
tergolong baru dalam proses sterilisasi susu.  
Rusdi dan Suliasih (2002) ozon adalah gas dengan berat 
molekul 48 gram terdiri dari tiga atom oksigen, bersifat labil, 
karena cepat sekali terurai menjadi oksigen normal yang 
mempunyai dua atom atau O2 dan satu atom oksigen bebas atau 
Onasen (On). Ozon mempunyai titik didih -112oC, sebagian 
dapat larut dalam air. Dibandingkan dengan kelarutan oksigen, 
kelarutan ozon, 20 kali lebih besar, baunya khas sehingga 
mudah untuk mendeteksinya meskipun konsentrasinya rendah 
(0,01-0,05 ppm). Sejalan dengan Genecya, et al. (2019) bahwa 
ozon (O3) adalah oksigen triatomik yang dibentuk oleh oksigen 
radikal bebas yang ditambahkan ke oksigen molekuler. Ozon 
memiliki kemampuan antimikroba karena potensi oksidasinya. 
Kemampuan antimikroba dalam ozon juga didasarkan pada 
efektivitas biosidal yang tinggi dan memiliki spektrum 
antimikroba yang luas dan aktif untuk menghancurkan bakteri, 
jamur, virus, protozoa dan spora. 
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Ozon telah terbukti sebagai salah satu teknologi yang 
efektif sebagai antimikroba, antiviral, antiparasitik dan 
antifungal (Pandiselvam, Subashini, Priyaa, Kothakota, 
Ramesh and Shahir, 2018). Ozon, peroksida dan CO2 adalah 
beberapa zat yang dapat menurunkan jumlah mikroba pada 
susu, membatasi produksi enzim yang dihasilkan oleh mikroba 
selama masa penyimpanan dan memiliki efek yang rendah 
terhadap perubahan sifat sensoris (Genecya, et al., 2019). Ozon 
tidak meninggalkan residu kimia pada makanan atau 
permukaan yang terkontak dengan ozon karena ozon secara 
otomatis cepat terdekomposisi menjadi nontoxic products, 
dengan demikian dapat menurunkan dampak terhadap 
lingkungan dan biaya produksi dari perusahaan (Varga and 
Szigeti, 2016).  
Sejalan dengan hal tersebut, pentingnya ozon juga 
dikemukakan oleh Pandiselvam, et al (2018) bahwa ozon adalah 
pilihan yang menarik untuk pengolahan makanan dan industri 
pengawetan dalam menentukan keamanan mikroba dalam 
pangan karena ozon memiliki aksi yang sangat cepat terhadap 
mikroba dan sifat oksidatif yang kuat, juga dengan cepat terurai 
otomatis menjadi oksigen molekuler serta tidak meninggalkan 
komponen berbahaya pada makanan.  
Dalam industri susu dilakukan juga beberapa pengujian 
terhadap bahan baku sebelum melalui proses produksi dan 
produk ketika akan didistribusikan untuk menjamin kualitas 
yang dihasilkan. Penilaian mutu dan produksi susu sering 
digunakan sebagai tolak ukurnya adalah berdasarkan uji 
kualitas susu terhadap komposisi susu dan keadaan fisik susu 
(Nababan, Suada dan Swacita, 2015). Terdapat pula beberapa 
uji yang sering dilakukan pada susu segar yaitu uji alkohol, 
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keasaman, berat jenis, total mikroba, kadar protein, kadar 
lemak.  
Berdasarkan uraian di atas, karena ozonisasi memiliki 
kemampuan yang tinggi dalam membunuh mikroba dan 
memiliki spektrum antimikroba yang luas dan aktif untuk 
menghancurkan bakteri, jamur, virus, protozoa dan spora serta 
memiliki kemampuan untuk menginaktifkan mikroba tanpa 
mempengaruhi kualitas susu, maka peneliti akan menganalisis 
lebih lanjut mengenai pengaruh ozonisasi dan lama simpan 
suhu refrigerator pada susu segar ditinjau dari total BAL, pH 
dan stabilitas susu. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah 
bagaimana pengaruh ozonisasi dan lama simpan suhu 
refrigerator pada susu segar ditinjau dari total BAL, pH dan 
stabilitas susu. 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh ozonisasi dan lama simpan suhu refrigerator pada 
susu segar ditinjau dari total BAL, pH dan stabilitas susu. 
 
1.4 Manfaat Penelitian 
1. Memberi informasi dan pengetahuan mengenai 
pengaruh ozonisasi dan lama simpan suhu refrigerator 
pada susu segar sehingga dapat diketahui kualitas susu 
segar dan susu ozonisasi selama penyimpanan setelah 
dilakukan perlakuan ozonisasi. 
2. Memberi informasi dan pengetahuan mengenai metode 
ozonisasi pada susu segar dan pengaruhnya terhadap 
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lama simpan sehingga dapat dijadikan pertimbangan 
dalam industri pangan kedepannya karena ozon adalah 
zat yang mudah terdekomposisi dan tidak 
meninggalkan residu kimia pada pangan sehingga 
dapat menurunkan dampak terhadap lingkungan dan 
biaya produksi dari perusahaan 
 
1.5 Kerangka Pikir 
Susu segar mudah terkontaminasi oleh mikroba karena 
kandungan nutrisinya yang kompleks. Susu segar juga 
mengandung bakteri asam laktat (BAL). Sujaya, Ramona, 
Widarini, Suarini, Dwipayanti, Nociantiri dan Nursini (2008) 
kandungan nutrisi yang baik pada susu dan hasil olahannya 
memicu pertumbuhan BAL alamiah sehingga secara ekologis 
BAL mendominasi komunitas mikroba. Cepatnya pertumbuhan 
BAL pada susu akan menyebabkan penurunan pH susu secara 
drastis karena pembentukan asam laktat yang menghambat 
pertumbuhan bakteri lainnya. 
Semakin banyak jumlah BAL dan mikroba lainnya di 
dalam susu akan menyebabkan suasana susu menjadi asam 
karena adanya hasil metabolisme mikroba berupa asam laktat 
yang mempengaruhi nilai pH. Susu yang asam akan pecah 
ketika diuji dengan uji alkohol.  
Menurut Nababan, dkk. (2015) bahwa susu pecah 
menunjukkan bahwa telah terjadi kerusakan dari susu adalah 
tinggi. Uji alkohol berdasarkan kenaikan tingkat keasaman dari 
air susu karena perkembangbiakan bakteri adalah untuk 
melengkapi penetapan dari kualitas susu. Pecahnya susu 
disebabkan oleh berkembangbiaknya bakteri asam susu, dalam 
hal ini laktosa diubah menjadi asam laktat. Pecahnya susu 
menyebabkan kualitas susu rendah sehingga tidak layak 
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dikonsumsi karena adanya kemungkinan bahwa kadar asam 
yang terkandung dalam susu tinggi. Jaman, Suada dan 
Sampurna (2013) menjelaskan bahwa susu yang pecah ditandai 
dengan adanya gumpalan-gumpalan pada tabung reaksi, dimana 
hal tersebut menandakan bahwa susu sudah mengalami 
penyimpangan atau kerusakan selama penyimpanan. Jika susu 
sudah mengalami penyimpangan lalu kemudian dikonsumsi 
tentunya dapat menimbulkan dampak buruk pada tubuh seperti 
sakit perut. 
Khoiriyah dan Fatchiyah (2013) menjelaskan bahwa 
dengan meningkatnya jumlah populasi mikroba maka aktivitas 
metabolismenya juga akan meningkat. Asam laktat merupakan 
produk metabolit primer sehingga produksinya semakin tinggi 
dengan semakin meningkatnya pertumbuhan sel. Ketika susu 
diberi perlakuan ozonisasi maka ozon mampu membunuh 
mikroba yang ada di dalam susu. Varga and Szigeti (2016) 
menyatakan kemampuan antimikroba yang kuat dari ozon 
karena ozon memiliki potensi oksidasi yang sangat besar dan 
mampu untuk menembus berbagai membran biologis.  
Susu yang diberi perlakuan ozonisasi dapat mengurangi 
pertumbuhan bakteri dalam susu sehingga aktivitas 
metabolisme bakteri dalam menghasilkan asam (dalam hal ini 
bakteri asam laktat) berkurang, dengan demikian nilai pH akan 
stabil dan ketika diuji dengan alkohol akan memberikan hasil 
negatif yang menandakan bahwa susu masih memiliki stabilitas 
yang baik. Bagan kerangka pikir dapat dilihat pada Gambar 1. 
 
1.6 Hipotesis 
Hipotesis dalam penelitian ini adalah perlakuan 
ozonisasi selama 30 menit dan lama simpan pada suhu 4oC 
mampu membunuh dan menekan pertumbuhan mikroba 
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sehingga susu dapat disimpan hingga penyimpanan 96 jam. 
Ketika jumlah bakteri dalam susu sedikit maka aktivitas bakteri 
dalam menghasilkan asam laktat akan berkurang 
mengakibatkan produksi asam menurun, pH susu cenderung 
stabil dan ketika diuji dengan alkohol akan negatif karena susu 


















































Gambar 1. Kerangka pikir 
Susu segar Ozonisasi 
Produksi asam berkurang dan pH stabil  
Ozon memiliki kemampuan untuk 
membunuh berbagai macam unsur di sel 
membran, dinding sel, sitoplasma, lapisan 
endospora, virus capsid dan kantong virus. 
(Varga and Szigeti, 2016) 
Susu segar mengandung 
 bakteri asam laktat yang 
memproduksi asam dari  
proses metabolismenya 
Oksidasi bakteri oleh ozon 
Aktivitas metabolisme dari bakteri asam 
laktat dan permeabilitas sel terganggu 
Ozon mengganggu metabolisme sel bakteri, 
secara jelas dengan menghambat dan 
memblokir aktivitas dari sistem kontrol 
enzim. Jumlah ozon yang sesuai dapat 
mengganggu membran sel, sehingga 
mengakibatkan bakteri mati (Younis, et al. 
2019).  
 
Ozonisasi berpengaruh terhadap jumlah mikroba dalam 
susu, nilai pH dan stabilitas susu. 





2.1 Susu  
Susu merupakan hasil peternakan yang memiliki 
kandungan nutrisi yang lengkap. Siswanto, Rubiyanto dan 
Dwiatmaka (2018) menyebutkan kandungan air di dalam susu 
sangat tinggi, yaitu sekitar 87,5%, dengan kandungan gula susu 
(laktosa) sekitar 5%, protein sekitar 3,5%, dan lemak sekitar 3-
4%. Susu juga merupakan sumber kalsium, fosfor dan vitamin 
A yang sangat baik. Kompleksnya kandungan nutrisi di dalam 
susu menjadikan susu sebagai media yang tepat bagi 
pertumbuhan dan perkembangbiakan mikroba. Hal ini 
menyebabkan susu segar memiliki masa simpan yang relatif 
singkat dan tergolong perishable food. Susu mempunyai sifat 
lebih mudah rusak dibandingkan dengan hasil ternak lainnya 
sehingga penanganan susu harus tepat dan cepat (Nababan, 
dkk., 2015).  
Susu memiliki water activity yang tinggi dan pH netral 
sehingga menjadikan susu sebagai tempat yang cocok untuk 
pertumbuhan mikroba yang menyebabkan menurunnya kualitas 
dan stabilitas susu (Genecya, et al., 2019). Penyimpanan susu 
pada refrigerator dengan suhu 4oC adalah salah satu cara untuk 
mencegah banyaknya pertumbuhan bakteri seperti 
Staphylococcus aureus dan pembentukan staphylococcal toxin 
(Khudhir and Mahmood, 2017). 
Saleh (2004) sifat susu yang perlu diketahui adalah 
bahwa susu merupakan media yang baik sekali bagi 
pertumbuhan mikroba sehingga apabila penanganannya tidak 
baik akan dapat menimbulkan penyakit yang berbahaya 
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(zoonosis). Oleh karena itu, susu segar yang baru diperah harus 
melewati beberapa uji dan proses untuk menentukan kualitas 
susu apakah susu aman untuk dikonsumsi atau tidak.  
Persyaratan mutu susu segar berdasarkan SNI Susu 
segar 3141.1 : 2011 dapat dilihat pada Tabel 1.  
 
Tabel 1. SNI susu segar 
No Karakteristik Satuan Syarat 
A Berat jenis (pada suhu 27,5oC) minimum g/ml 1,0270 
B Kadar lemak minimum % 3,0 
C 
Kadar bahan kering tanpa lemak 
minimum 
% 7,8 
D Kadar protein minimum % 2,8 
E Warna, bau, rasa, kekentalan - 
Tidak ada 
perubahan 
F Derajat asam oSH 6,0 - 7,5 
G pH - 6,3 – 6,8 
H Uji alkohol (70%) - Negatif 
I 
Cemaran mikroba, maksimum: 
1. Total Plate Count 








J Jumlah sel somatis maksimum Sel/ml 4x105 
K 
Residu antibiotika (Golongan penisilin, 
Tetrasiklin, Aminoglikosida, Makrolida) 
- Negatif 
L Uji pemalsuan - Negatif 
M Titik beku oC 
-0,520 s.d -
0,560 
N Uji peroxidase - Positif 
O 
Cemaran logam berat, maksimum : 
1. Timbal (Pb) 
2. Merkuri (Hg) 













Ozon (O3) adalah oksigen yang memiliki 3 atom 
(tryatomic oxygen) yang terbentuk dari penambahan atom 
oksigen bebas (free radical oxygen) ke dalam atom molekular 
oksigen. Ozon memiliki kemampuan antimikrobial karena 
kemampuan oksidasinya. Kemampuan antimikroba pada ozon 
juga didasarkan karena kemampuan biosidal yang efektif dan 
memiliki jangkauan yang luas dan spektrum antimikroba yang 
aktif untuk membunuh bakteri, fungi, virus, protozoa dan spora. 
Meskipun ozon memilki sifat oksidasi, ozon disetujui oleh US 
Food and Drug Administration (FDA) dalam penggunaannya 
untuk makanan dan telah diaplikasikan di banyak makanan 
untuk mengurangi jumlah mikroba (Genecya, et al., 2019). 
Dikemukakan juga oleh Alsager, Alnajrani, Abuelizz and 
Aldaghmani (2018) bahwa ozonisasi digunakan untuk 
mempasteurisasi dan mengawetkan susu daripada 
menggunakan pemanasan dengan metode konvensional tanpa 
mempengaruhi kualitas susu. 
Ozon dapat membunuh mikroba pada makanan tanpa 
meninggalkan residu karena ozon adalah zat yang sangat mudah 
terdekomposisi. Sejalan dengan Varga and Szigeti (2016) 
bahwa ozon tidak meninggalkan residu kimia pada makanan 
atau permukaan makanan yang kontak dengan ozon karena 
ozon sangat cepat terdekomposisi menjadi produk yang tidak 
beracun, dengan demikian ozon dapat menurunkan dampak 
terhadap lingkungan dan biaya produksi perusahaan. 
Terdapat beberapa manfaat ozon menurut Rusdi dan 
Suliasih (2002) yaitu : 
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a. Ozon dapat mensterilkan semua jenis 
organisme patogen (bakteri, virus, mycetes 
dan ragi) dan bekerja melawan toksin. 
b. Sifat antibakterial dari ozon tetap sama 
meskipun dicampur air susu. 
c. Penggunaan ozon untuk pengobatan dapat 
meningkatkan produksi susu (5-30%) 
sedangkan antibiotika tidak. 
Efektivitas ozon untuk membunuh mikroba 
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain suhu, makin 
rendah suhu makin tinggi kelarutan ozon dalam bahan tersebut 
sehingga mempunyai banyak waktu untuk membunuh mikroba. 
Ozon yang terdapat pada susu yang disimpan pada suhu kamar 
akan cepat terurai, sehingga konsentrasi ozon untuk membunuh 
jasad renik kurang efektif, sedangkan dalam kondisi suhu 
rendah keberadaan ozon yang terlarut tidak cepat terurai 
sehingga mempunyai kesempatan untuk membunuh jasad renik 
(Rusdi dan Suliasih, 2002). 
Ozon bekerja dengan cara mengganggu metabolisme 
sel bakteri, secara jelas dengan menghambat dan memblokir 
aktivitas dari sistem kontrol enzim. Jumlah ozon yang sesuai 
dapat mengganggu membran sel, sehingga mengakibatkan 
bakteri mati (Younis, Fayed, El-Batawy and El-Sisi, 2019).  
Ozon menghancurkan mikroba dengan cara oksidasi 
progresif dari komponen seluler vital. Dinding sel adalah target 
pertama dari ozonisasi, dengan oksidasi dari polyunsaturated 
fatty acids dan mengakibatkan hilangnya selektif permeability 
dan gangguan sel. Selain itu, ozon juga menyebabkan oksidasi 
pada gugus sulfhidril dan asam amino pada enzim, peptida dan 
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protein, termasuk juga asam nukleat dan enzim vital lainnya 
(Cavalcante, et al., 2013). 
Pernyataan tersebut didukung juga oleh Rusdi dan 
Suliasih (2002) bahwa ozon akan bereaksi dengan semua 
protoplasma sel dengan berperan sebagai oksidator. Ozon akan 
langsung menyerang lapisan permukaan bakteri, yaitu 
mengadakan oksidasi sulfhidril dari enzim, atau mengadakan 
oksidasi dengan lipoprotein dan lipopolisakarida yang 
merupakan lapisan paling besar dari bakteri gram negatif. Hal 
ini akan mengakibatkan bobolnya pertahanan permeabilitas sel 
sehingga menjadi lisis.  
 
2.3 Bakteri Asam Laktat (BAL)  
Bakteri asam laktat adalah bakteri yang berada di dalam 
susu. Bakteri asam laktat bersifat gram positif, tidak 
membentuk spora, dapat berbentuk bulat atau batang, dengan 
komposisi basa DNA kurang dari 50% mol G+C (Kusumawati, 
2000). Susu dalam ambing sapi sehat dapat mengandung 500 
bakteri per mililiter susu dan jumlah ini akan meningkat apabila 
sapi dalam keadaan sakit. Dari jumlah ini terdapat bakteri-
bakteri pembentuk asam laktat seperti Lactobacillus. Bakteri 
pembentuk asam laktat adalah Streptococcus thermophilus, 
Lactobacillus lactis dan Lactobacillus thermophilus. Bakteri-
bakteri tersebut termasuk dalam golongan bakteri asam laktat 
(BAL) yang secara normal berada dalam susu (Nababan, dkk. 
2015). Selain itu menurut Nawangsih, Valensia, Lahni, Rahmat 
dan Paryati (2019) beberapa bakteri Lactobacillus di antaranya, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidhopillus dan 
Lactobacillus bulgaricus. Bakteri ini merupakan bakteri non-
patogen yang banyak terdapat dalam susu sehingga terdapat 
lebih banyak asam laktat yang diproduksi. Bakteri yang 
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menyebabkan rasa asam pada susu melalui mekanisme 
perubahan laktosa menjadi asam laktat. 
Peningkatan jumlah bakteri asam laktat menyebabkan 
meningkatnya metabolisme bakteri asam laktat yang 
membutuhkan lebih banyak bahan baku untuk dimetabolisme. 
Bahan baku yang dibutuhkan bakteri asam laktat untuk 
dimetabolisme adalah laktosa dan kasein. Laktosa dan kasein 
dimetabolisme oleh bakteri asam laktat menjadi asam laktat, 
asam asetat, diasetil dan alkohol (Susanati dan Utami, 2014). 
Meningkatnya jumlah populasi mikroba maka aktivitas 
metabolismenya juga akan meningkat. Asam laktat merupakan 
produk metabolit primer sehingga produksinya semakin tinggi 
dengan semakin meningkatnya pertumbuhan sel (Khoiriyah dan 
Fatchiyah, 2013). Beberapa faktor yang juga dapat 
mempengaruhi pertumbuhan total BAL antara lain kandungan 
komposisi kimia susu yang merupakan substrat bagi BAL, suhu 
fermentasi dan kultur starter (Tiska, Sustiyah dan Al-Baarri, 
2015). 
Proses pembentukan asam laktat oleh bakteri, mula-
mula laktosa dihidrolisis dalam sel bakteri dengan β-D-
Fosfogalaktosidase menjadi glukosa dan galaktosa-6-fosfat. 
Glukosa yang dihasilkan melalui jalur EMP (Glikolisis) 
berubah menjadi asam piruvat dan akhirnya enzim 
laktatdehidrogenase mengubah asam piruvat menjadi asam 
laktat (Nawangsih, dkk., 2019). 
Bakteri asam laktat memiliki aktivitas lipolitik. 
Aktivitas lipolitik yaitu kemampuan bakteri untuk mereduksi 
lemak dengan menghasilkan enzim lipase. Peningkatan asam 
laktat akibat proses fermentasi oleh BAL yang memiliki 
aktivitas lipolitik untuk mereduksi lemak susu, sehingga kadar 
lemak menurun karena proses lipolisis (Khoiriyah dan 
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Fatchiyah, 2013), diikuti peningkatan asam sehingga kadar 
asam di dalam susu akan meningkat. 
 
2.4 Nilai pH  
Nilai pH adalah derajat keasaman yang digunakan 
untuk menyatakan tingkat keasaman atau kebasaan yang 
dimiliki oleh suatu larutan (Purbasari, Pramono dan Abduh, 
2014). Sejalan dengan hal tersebut Danah, Akhdiat dan Sumarni 
(2019) mengatakan pH merupakan salah satu  faktor penentu 
pertumbuhan bakteri. Nilai pH mempunyai hubungan  yang  
erat  dengan  pertumbuhan bakteri yang dipengaruhi oleh 
temperatur  penyimpanan. Apabila  terjadi  pertumbuhan bakteri 
yang cepat pada susu maka pH akan menurun. Kadar pH dapat  
berubah-ubah, tergantung kepada beberapa hal di antaranya,  
lama  penyimpanan,  suhu dan adanya aktivitas dari bakteri 
pembentuk asam laktat. Semakin lama masa  penyimpanan,  
semakin  rendah  pH bahan  atau  produk  yang  disimpan  
hingga  mencapai  batas  maksimum  yang  bisa dihasilkan. 
Berdasarkan SNI Susu segar 3141.1 : 2011 bahwa syarat pH 
mutu susu segar yaitu 6,3 – 6,8.  
Laktosa dan kasein merupakan komponen susu yang 
berperan sebagai sumber karbon dan energi akan diubah oleh 
bakteri menjadi asam laktat, sehingga keasaman produk 
meningkat (nilai pH turun) (Usmiati, Broto dan Setiyanto, 
2011). Terbentuknya asam laktat akan meningkatkan keasaman 
susu. Kasein yang merupakan bagian terbanyak dalam susu 
mempunyai sifat sangat peka terhadap perubahan keasaman 
sehingga dengan menurunnya pH susu menyebabkan kasein 
tidak stabil (Resnawati, 2020). 
Jaman, dkk. (2013) juga menyatakan bila susu telah 
asam akibat lama penyimpanan, koloidal protein tidak stabil 
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lagi sehingga tidak dapat mempertahankan selubung air yang 
menyelimutinya. Bila susu ini dicampurkan dengan alkohol 
yang mempunyai sifat dehidrasi maka protein susu terkoagulasi 
sehingga tampak butiran-butiran atau gumpalan dalam susu 
yang sering dikenal dengan istilah susu telah pecah. Pada 
penambahan alkohol menyebabkan susu mencapai titik 
isoelektrik sehingga terjadi penggumpalan protein. 
 
2.5 Stabilitas Susu dengan Uji Alkohol 
Uji alkohol digunakan sebagai salah satu uji untuk 
menentukan kualitas susu. Hamidah, Sukada dan Swacita 
(2012) semakin tinggi kadar keasaman susu maka kualitas susu 
semakin rendah. Susu menjadi asam karena akibat perombakan 
laktosa menjadi laktat yang disebabkan oleh bakteri asam laktat. 
Didukung oleh Nababan, dkk. (2015) bahwa uji alkohol 
berdasarkan kenaikan tingkat keasaman dari air susu karena 
perkembangbiakan bakteri, adalah untuk melengkapi penetapan 
dari kualitas air susu. Pecahnya susu disebabkan oleh 
berkembangbiaknya bakteri asam susu, dalam hal ini laktosa 
diubah menjadi asam laktat. 
Prinsip dasar pada uji alkohol merupakan kestabilan 
sifat koloidal protein susu tergantung pada selubung atau 
mantel air yang menyelimuti bulir-bulir protein terutama 
kasein. Apabila susu dicampur dengan alkohol yang memiliki 
daya dehidratasi, maka protein akan berkoagulasi. Semakin 
tinggi derajat keasaman susu, semakin berkurang jumlah 
alkohol dengan kepekatan yang sama dibutuhkan untuk 
memecahkan susu yang sama banyaknya (Dwitania dan 
Swacita, 2013). Jika terdapat beberapa susu yang memiliki 
kandungan asam yang berbeda-beda maka susu dengan 
kandungan asam tertinggilah yang paling cepat menggumpal 
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dengan jumlah alkohol dengan konsentrasi yang sama 
dibandingkan dengan susu yang memiliki tingkat keasaman 
yang rendah. Susu yang diuji alkohol tidak akan menggumpal 
jika masih memiliki sifat koloidal protein yang baik. Ekawasti 
(2006) alkohol memiliki daya dehidrasi yang akan menarik 
gugus H+ dari ikatan mantel air protein, sehingga protein dapat 
melekat satu dengan yang lain akibatnya kestabilan protein 
berkurang yang dinamakan susu pecah. 
Uji alkohol menjadi positif bila susu mulai asam atau 
sudah asam, susu bercampur dengan kolostrum, pada 
permulaan mastitis dan susu tidak stabil disebabkan oleh 
perubahan fisiologi (Nababan, dkk., 2015). Menurut SNI Susu 
segar 3141.1 : 2011 bahwa syarat mutu susu segar untuk uji 




MATERI DAN METODE PENELITIAN 
3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium 
Mikrobiologi, Fakultas Peternakan, Universitas Brawijaya, 
Malang. Penelitian dilakukan pada tanggal 31 Agustus hingga 
24 September 2020 mulai dari persiapan alat dan bahan, 
peminjaman alat laboratorium, pencarian sampel, pengambilan 
sampel susu di peternak daerah Malang Raya hingga pengujian 
kualitas susu setelah diozonisasi. 
  
3.2 Materi Penelitian 
3.2.1 Susu Segar 
Penelitian ini menggunakan susu segar sebanyak 3 liter 
yang diperoleh dari peternak di daerah Malang. 
3.2.2 Generator Ozon merk “Hanaco” 
Penelitian ini menggunakan alat generator ozon dengan 
merk “Hanaco”. Alat ini mampu memproduksi ozon sebanyak 
40 mg/jam/l. 
3.2.3 Alat dan Bahan 
 Penelitian ini menggunakan susu segar yang berasal 
dari Peternak di Malang sebagai bahan utama, alkohol 70%, 
MRS Agar (Merck), pepton, akuades, larutan penyangga pH 4 
dan pH 7. 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
generator ozon merk “Hanaco”, tabung reaksi, rak tabung 
reaksi, mikropipet, autoklaf, gelas beaker, erlenmeyer, gelas 
ukur, penangas air, cawan petri, spatula, aluminium foil, plastic 
wrap, timbangan analitik, vortex mixer, bunsen, inkubator, 
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Laminar Air Flow (LAF), hot plate, magnetic stirrer dan pH 
meter. 
 
3.3 Metode Penelitian 
Metode penelitian yang digunakan adalah 
eksperimental dengan menggunakan Rancangan Tersarang 
yang terdiri dari 5 perlakuan dan 3 ulangan untuk setiap jenis 
susu (ozon dan segar). 
 
Perlakuan lama simpan susu dengan ozonisasi yaitu: 
P0 = Susu ozon tanpa penyimpanan 
P1 = Susu ozon penyimpanan 24 jam  
P2 = Susu ozon penyimpanan 48 jam  
P3 = Susu ozon penyimpanan 72 jam  
P4 = Susu ozon penyimpanan 96 jam  
 
Perlakuan lama simpan susu segar yaitu: 
P0 = Susu segar tanpa penyimpanan 
P1 = Susu segar penyimpanan 24 jam  
P2 = Susu segar penyimpanan 48 jam  
P3 = Susu segar penyimpanan 72 jam  
P4 = Susu segar penyimpanan 96 jam  
 
3.4 Prosedur Penelitian 
 Susu segar sebanyak 3 liter didapat dari peternak di 
daerah Malang dengan menggunakan botol plastik masing-
masing berisi 500 ml dan dibawa dengan menggunakan kotak 
pendingin. Langkah selanjutnya, setiap 500 ml susu segar 
dituangkan ke dalam erlenmeyer kemudian dimasukkan alat 
generator ozon ke dalam susu dan diatur selama 30 menit. Susu 
yang telah diberi perlakuan ozonisasi dimasukkan ke dalam 
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botol dan disimpan di dalam lemari pendingin dengan suhu ± 
4oC. Susu akan diuji kualitasnya berdasarkan perlakuan yang 
sudah ditentukan yaitu 0 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam dan 96 
jam. Disiapkan pula susu segar yang disimpan tanpa perlakuan 
ozonisasi seperti di atas. Skema prosedur penelitian dapat 
























Gambar 2. Skema prosedur penelitian susu ozonisasi 
Stabilitas susu 
dengan Uji Alkohol 
Susu Segar 
Susu segar di ozonisasi selama 30 menit 
dengan alat generator ozon merk “Hanaco” 
dengan konsentrasi ozon 40 mg/jam/l 
Dimasukkan ke dalam botol dan disimpan di dalam lemari pendingin 
dengan suhu ± 4oC dengan lama waktu penyimpanan tergantung dari 
perlakuan yang sudah ditentukan 
0 jam 24 jam 48 jam 72 jam 96 jam 
Parameter uji: 
Total Bakteri Asam Laktat 
(BAL) 
Nilai pH 




3.5 Proses Ozonisasi 
  Susu dimasukkan ke dalam erlenmeyer steril sebanyak 
500 ml. Dihubungkan selang ke alat generator ozon. 
Dimasukkan selang ke dalam susu. Ditutup erlenmeyer 
dengan plastic wrap. Diatur waktu ozonisasi selama 30 
menit, kemudian dinyalakan generator ozon. Setelah proses 
ozonisasi selesai, susu dimasukkan ke dalam botol dan 
disimpan di dalam kulkas dengan suhu 4oC, kemudian batu 
aerator dibersihkan dengan cara direbus untuk 
menghilangkan residu dari susu. Skema prosedur dapat 













































Gambar 3. Skema proses ozonisasi 
 
3.6 Variabel Penelitian 
a. Total BAL 
 Total BAL akan diuji dengan menggunakan TPC (Total 












Alat dibersihkan untuk 
menghilangkan residu susu 
sebelum dipakai kembali 
Ditunggu selama 30 menit 
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diberikan perlakuan ke dalam pengencer. Diambil 3 faktor 
pengencer terakhir lalu ditanam inokulan dalam MRS Agar 
yang dilakukan di dalam LAF. Lalu inokulum disimpan di 
dalam inkubator selama 24 jam dengan suhu 37oC dan masing-
masing cawan petri diberi pengkodean untuk menandai masing-
masing perlakuan. Setelah 24 jam, dihitung jumlah koloni BAL 
yang tumbuh dengan metode TPC (Widodo, Sulistiyanto dan 
Utama, 2015). 
 
b. Nilai pH 
 Nilai pH diuji dengan menggunakan pH meter. Metode 
uji tingkat keasaman (pH) menurut Nababan, Suada dan 
Swacita  (2014) dilakukan dengan cara susu dimasukkan ke 
dalam gelas beaker sebanyak 20 ml, kemudian dicelupkan 
elektrode pH meter ke dalam gelas beaker tersebut (sebelumnya 
telah dikalibrasi dengan larutan penyangga pH 4,0 dan pH 7,0). 
Kemudian baca hasilnya pada layar pH meter. 
 
c. Stabilitas Susu dengan Uji Alkohol 
 Uji alkohol digunakan untuk menentukan kualitas susu. 
Hal ini sesuai dengan Nababan, dkk. (2015) bahwa uji alkohol 
berdasarkan kenaikan tingkat keasaman dari air susu karena 
perkembangbiakan bakteri, adalah untuk melengkapi penetapan 
dari kualitas air susu. Pecahnya susu disebabkan oleh 
berkembangbiaknya bakteri asam susu, dalam hal ini laktosa 
diubah menjadi asam laktat.  
Metode uji alkohol menurut Nababan, dkk. (2015) yaitu 
susu sebanyak 3 ml dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 
Kemudian ditambahkan 3 ml alkohol 70%. Tabung dikocok 
perlahan-lahan. Uji alkohol positif ditandai dengan adanya 
butiran susu yang melekat pada dinding tabung reaksi, 
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sedangkan tidak terdapatnya butiran endapan uji alkohol 
negatif. 
 
3.7 Analisis Data 
 Data yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan 
Analysis of Variance (ANOVA) dari Rancangan Tersarang 
dengan bantuan Microsoft Excel. Apabila terdapat hasil yang 
berbeda nyata maka uji lanjutan dilakukan dengan 
menggunakan Uji Jarak Berganda Duncan. Stabilitas susu diuji 
menggunakan uji alkohol dan dianalisis secara deskriptif.  
 
3.8 Batasan Istilah 
Bakteri asam laktat : Bakteri yang mengubah laktosa 
menjadi asam laktat dalam susu. 
Asam laktat  : Asam yang dihasilkan dari proses 
fermentasi bakteri asam laktat. 
Ozonisasi : Metode perlakuan pada susu dengan 
cara memasukkan alat generator ozon 
ke dalam sampel dengan tujuan untuk 
membunuh mikroba patogen yang ada 
di dalam susu.  
pH meter : Alat yang digunakan untuk 
mengukur pH susu. 
TPC : Metode untuk menghitung jumlah 
koloni mikroba (dalam hal ini koloni 
bakteri asam laktat) di dalam sampel 
susu. 
MRS Agar : Media selektif yang digunakan untuk 
pertumbuhan bakteri asam laktat 
(Suciati, Tjahjaningsih, Masithah dan 




HASIL DAN PEMBAHASAN 
4.1 Total BAL  
Bakteri asam laktat adalah bakteri yang berada di dalam 
susu. Bakteri asam laktat bersifat gram positif, tidak 
membentuk spora, dapat berbentuk bulat atau batang, dengan 
komposisi basa DNA kurang dari 50% mol G+C (Kusumawati, 
2000). Susu dalam ambing sapi sehat dapat mengandung 500 
bakteri permililiter susu dan jumlah ini akan meningkat apabila 
sapi dalam keadaan sakit. Dari jumlah ini terdapat bakteri-
bakteri pembentuk asam laktat seperti Lactobacillus. Bakteri 
pembusuk asam laktat adalah Streptococcus thermophilus, 
Lactobacillus lactis dan Lactobacillus thermophilus. Bakteri-
bakteri tersebut termasuk dalam golongan bakteri asam laktat 
(BAL) yang secara normal berada dalam susu (Nababan, dkk., 
2015).  
Uji total BAL dilakukan dengan menggunakan metode 
Total Plate Count (TPC) dengan menggunakan media MRS 
Agar. Detha, Datta, Beribe, Foeh dan Ndaong (2019) 
identifikasi bakteri asam laktat ditandai dengan adanya koloni 
bakteri asam laktat dari susu yang tumbuh pada media MRS 
Agar yang merupakan media selektif untuk bakteri asam laktat. 
Koloni yang diduga bakteri asam laktat tumbuh sebagai koloni 
bulat cembung dan berwarna putih susu hingga putih 
kekuningan. Hasil pengamatan menunjukkan bahwa perlakuan 
ozonisasi terhadap masa simpan susu pada suhu refrigerator 
memberikan pengaruh yang sangat nyata terhadap total BAL. 




Tabel 2. Rataan total BAL susu ozonisasi selama 
penyimpanan refrigerator (log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
P0 (tanpa penyimpanan) 5,08 ± 0,16c 
P1 (24 jam)  4,66 ± 0,10b 
P2 (48 jam) 4,62 ± 0,15b 
P3 (72 jam) 4,10 ± 0,17a 
P4 (96 jam)  4,33 ± 0,35ab 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan total 
bal terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa total BAL pada 
susu ozonisasi selama penyimpanan refrigerator pada P0, P1, 
P2, P3 dan P4 secara berurutan adalah 5,08 ± 0,16 log CFU/ml; 
4,66 ± 0,10 log CFU/ml; 4,62 ± 0,15 log CFU/ml; 4,10 ± 0,17 
log CFU/ml dan  4,33 ± 0,35 log CFU/ml. Perlakuan masa 
simpan susu ozonisasi menunjukkan total BAL yang cenderung 
menurun selama masa penyimpanan. Hasil analisis statistik 
menunjukkan pengaruh yang sangat nyata terhadap total BAL. 
Penurunan total BAL karena perlakuan ozonisasi selama masa 
simpan sesuai dengan penelitian yang dilakukan Alexopoulus, 
Plessas, Kourkoutas, Stefanis, Vavias, Voidarou, Mantzourani 
and Bezirtzoglou (2017) tentang perlakuan ozonisasi pada 
yoghurt yang mengandung bakteri asam laktat selama masa 
penyimpanan menunjukkan penurunan sebesar 3 – 4 log / g 






Tabel 3. Rataan Total BAL susu segar selama penyimpanan 
refrigerator (log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
P0 (tanpa penyimpanan) 4,95 ± 0,13b 
P1 (24 jam)  4,63 ± 0,06ab 
P2 (48 jam) 4,52 ± 0,07a 
P3 (72 jam) 5,38 ± 0,14c 
P4 (96 jam) 5,87 ± 0,13d 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan total 
bal terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa total BAL pada 
susu segar selama penyimpanan refrigerator pada P0, P1, P2, P3 
dan P4 secara berurutan adalah 4,95 ± 0,13 log CFU/ml; 4,63 ± 
0,06 log CFU/ml; 4,52 ± 0,07 log CFU/ml; 5,38 ± 0,14 log 
CFU/ml dan 5,87 ± 0,13 log CFU/ml. Analisis statistik 
menunjukkan hasil yang berbeda sangat nyata pada 
penyimpanan susu tanpa perlakuan ozonisasi. 
 
Tabel 4. Rataan total BAL tanpa penyimpanan refrigerator 
(log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
Susu Ozonisasi 4,95 ± 0,16 
Susu Segar 5,08 ± 0,13 
 
Tabel 4 menunjukkan perbandingan perlakuan tanpa 
penyimpanan susu ozon dan susu segar. Diperoleh jumlah 
rataan total BAL pada susu ozon dan susu segar secara 
berurutan yaitu 4,95 ± 0,16 log CFU/ml dan 5,08 ± 0,13 log 
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CFU/ml. Hasil analisis statistik menunjukkan tidak ada 
perbedaan terhadap total BAL tanpa penyimpanan antara susu 
ozon dan susu segar. 
 
Tabel 5. Rataan total BAL penyimpanan 24 jam di refrigerator 
(log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
Susu Ozonisasi 4,66 ± 0,10 
Susu Segar 4,63 ± 0,06 
 
Tabel 5 menunjukkan perbandingan perlakuan 
penyimpanan 24 jam (P1) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh jumlah rataan total BAL pada susu ozon sebesar 4,66 
± 0,10 log CFU/ml dan susu segar secara sebesar 4,63 ± 0,06 
log CFU/ml. Hasil analisis statistik menunjukkan tidak ada 
perbedaan terhadap total BAL penyimpanan 24 jam antara susu 
ozon dan susu segar. 
 
Tabel 6. Rataan total BAL penyimpanan 48 jam di refrigerator 
(log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
Susu Ozonisasi 4,62 ± 0,15 
Susu Segar 4,52 ± 0,07 
 
Tabel 6 menunjukkan perbandingan perlakuan 
penyimpanan 48 jam (P2) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh jumlah rataan total BAL pada susu ozon dan susu 
segar secara berurutan yaitu 4,62 ± 0,15 log CFU/ml dan 4,52 ± 
0,07 log CFU/ml. Hasil analisis statistik menunjukkan tidak ada 
perbedaan terhadap total BAL penyimpanan 48 jam antara susu 
ozon dan susu segar. 
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Tabel 7. Rataan total BAL penyimpanan 72 jam di refrigerator 
(log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
Susu Ozonisasi 4,10 ± 0,17a 
Susu Segar  5,38 ± 0,14b 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan total 
bal terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Tabel 7 menunjukkan perbandingan perlakuan 
penyimpanan 72 jam (P3) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh jumlah rataan total BAL susu ozon sebesar 4,10 ± 
0,17 log CFU/ml dan susu segar sebesar 5,38 ± 0,14 log 
CFU/ml. Hasil analisis statistik menunjukkan perbedaan yang 
sangat nyata terhadap total BAL penyimpanan 72 jam antara 
susu ozon dan susu segar. 
 
Tabel 8. Rataan total BAL penyimpanan 96 jam di refrigerator 
(log CFU/ml) 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) 
Susu Ozonisasi 4,33 ± 0,35a 
Susu Segar 5,87 ± 0,13b 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan total 
bal terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Tabel 8 menunjukkan perbandingan perlakuan 
penyimpanan 96 jam (P4) pada susu ozon dan susu segar. 
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Diperoleh jumlah rataan total BAL susu ozon sebesar 4,33 ± 
0,35 log CFU/ml dan susu segar sebesar 5,87 ± 0,13 log 
CFU/ml. Hasil analisis statistik menunjukkan perbedaan yang 
sangat nyata terhadap total BAL penyimpanan 96 jam antara 
susu ozon dan susu segar. 
  
4.2 Nilai pH 
Nilai pH adalah derajat keasaman yang digunakan 
untuk menyatakan tingkat keasaman atau kebasaan yang 
dimiliki oleh suatu larutan (Purbasari, dkk., 2014). Berdasarkan 
data SNI Susu Segar 3141.1 : 2011 kandungan pH pada susu 
segar yaitu 6,3-6,8. 
Hasil penelitian menunjukkan susu dengan perlakuan 
ozonisasi memiliki nilai pH yang cenderung stabil dan tidak 
berbeda nyata meskipun disimpan hingga 96 jam, sedangkan 
nilai pH pada susu tanpa perlakuan ozonisasi menunjukkan 
hasil yang berbeda sangat nyata selama masa penyimpanan. 
Rataan nilai pH susu dapat dilihat pada Tabel 9 – 15. 
 
Tabel 9. Rataan nilai pH susu ozonisasi selama penyimpanan 
refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
P0 (tanpa penyimpanan) 6,82 ± 0,10 
P1 (24 jam) 6,81 ± 0,07 
P2 (48 jam) 6,80 ± 0,05 
P3 (72 jam) 6,74 ± 0,04 






Tabel 10. Rataan nilai pH susu segar selama penyimpanan 
refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
P0 (tanpa penyimpanan) 6,79 ± 0,02z 
P1 (24 jam) 6,64 ± 0,06y 
P2 (48 jam)  6,52 ± 0,04xy 
P3 (72 jam) 6,45 ± 0,07x 
P4 (96 jam) 6,43 ± 0,01x 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan nilai 
pH terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Nilai rataan pH pada susu dengan perlakuan ozonisasi 
tidak berbeda nyata, nilai rataan tertinggi berada pada P0 yaitu 
sebesar 6,82 ± 0,10 dan nilai terendah pada P4 sebesar 6,74 ± 
0,08. Nilai rataan pH pada susu segar tanpa perlakuan ozonisasi 
sangat berbeda nyata, dengan nilai rataan P0, P1, P2, P3 dan P4 
yaitu 6,79 ± 0,02; 6,64 ± 0,06; 6,52 ± 0,04; 6,45 ± 0,07 dan 6,43 
± 0,01. 
 
Tabel 11. Rataan nilai pH tanpa penyimpanan refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
Susu Ozonisasi 6,82 ± 0,16 
Susu Segar 6,79 ± 0,13 
 
Tabel 11 menunjukkan perbandingan nilai pH tanpa 
penyimpanan pada susu ozon dan susu segar. Diperoleh nilai 
pH susu ozon sebesar 6,82 ± 0,16 dan susu segar sebesar 6,79 ± 
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0,13. Hasil analisis statistik menunjukkan tidak ada perbedaan 
terhadap susu ozon dan susu segar. 
 
Tabel 12. Rataan nilai pH penyimpanan 24 jam di refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
Susu Ozonisasi 6,81 ± 0,07x 
Susu Segar 6,64 ± 0,06y 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan nilai 
pH terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Tabel 12 menunjukkan perbandingan nilai pH 
penyimpanan 24 jam (P1) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh nilai pH susu ozon dan susu segar secara berurutan 
sebesar 6,81 ± 0,07 dan 6,64 ± 0,06. Hasil analisis statistik 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata terhadap nilai pH 
pada penyimpanan 24 jam antara susu ozon dan susu segar. 
 
Tabel 13. Rataan nilai pH penyimpanan 48 jam di refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
Susu Ozonisasi 6,80 ± 0,05x 
Susu Segar 6,52 ± 0,04y 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan nilai 
pH terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Tabel 13 menunjukkan perbandingan nilai pH 
penyimpanan 48 jam (P2) pada susu ozon dan susu segar. 
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Diperoleh nilai pH susu ozon dan susu segar secara berurutan 
sebesar 6,80 ± 0,05 dan 6,52 ± 0,04. Hasil analisis statistik 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata terhadap nilai pH 
pada penyimpanan 48 jam antara susu ozon dan susu segar. 
 
Tabel 14. Rataan nilai pH penyimpanan 72 jam di refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
Susu Ozonisasi 6,74 ± 0,04x 
Susu Segar 6,45 ± 0,07y 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan nilai 
pH terhadap perlakuan dari kandungan 
terendah hingga tertinggi 
 
Tabel 14 menunjukkan perbandingan nilai pH 
penyimpanan 72 jam (P3) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh nilai pH susu ozon sebesar 6,74 ± 0,04 dan susu segar 
sebesar 6,45 ± 0,07. Hasil analisis statistik menunjukkan 
perbedaan yang sangat nyata terhadap nilai pH pada 
penyimpanan 72 jam antara susu ozon dan susu segar. 
 
Tabel 15. Rataan nilai pH penyimpanan 96 jam di refrigerator 
Perlakuan Rataan pH 
Susu Ozonisasi 6,74 ± 0,08x 
Susu Segar 6,43 ± 0,01y 
Keterangan : superskrip yang berbeda 
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata 
(P<0,01) urutan superskrip menunjukkan nilai 
pH terhadap perlakuan dari kandungan 




Tabel 15 menunjukkan perbandingan nilai pH 
penyimpanan 96 jam (P4) pada susu ozon dan susu segar. 
Diperoleh nilai pH susu ozon sebesar 6,74 ± 0,08 dan susu segar 
sebesar 6,43 ± 0,01. Hasil analisis statistik menunjukkan 
perbedaan yang sangat nyata terhadap nilai pH pada 
penyimpanan 96 jam pada susu ozon dan susu segar. 
Hasil perbandingan antara susu ozon dan susu segar 
menunjukkan bahwa susu dengan perlakuan ozonisasi memiliki 
nilai pH lebih stabil dikarenakan proses ozonisasi memberikan 
pengaruh yang sangat nyata terhadap penurunan pertumbuhan 
bakteri asam laktat. Perlakuan tanpa ozonisasi memberikan 
perbedaan yang sangat nyata terhadap turunnya nilai pH, hal 
tersebut dikarenakan terdapat kenaikan pertumbuhan bakteri 
asam laktat yang sangat nyata selama penyimpanan. Jaman, 
dkk. (2013) karena berkembangnya bakteri asam laktat 
sehingga terjadi proses fermentasi laktosa menjadi asam laktat 
yang menyebabkan susu menjadi asam. 
Terbentuknya asam laktat akan meningkatkan 
keasaman susu. Kasein yang merupakan bagian terbanyak 
dalam susu mempunyai sifat sangat peka terhadap perubahan 
keasaman sehingga dengan menurunnya pH susu menyebabkan 
kasein tidak stabil (Resnawati, 2020). 
Jaman, dkk. (2013) menyatakan bila susu telah asam 
akibat lama penyimpanan, koloidal protein tidak stabil lagi 
sehingga tidak dapat mempertahankan selubung air yang 
menyelimutinya. Bila susu ini dicampurkan dengan alkohol 
yang mempunyai sifat dehidrasi maka protein susu terkoagulasi 
sehingga tampak butiran-butiran atau gumpalan dalam susu 
yang sering dikenal dengan istilah susu telah pecah. Pada 
penambahan alkohol menyebabkan susu mencapai titik 
isoelektrik sehingga terjadi penggumpalan protein. 
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4.3 Stabilitas susu 
 












1  √  √ 
2  √  √ 
3  √  √ 
P1 (24 jam) 
1 +  +  
2 +  +  
3 +  +  
P2 (48 jam) 
1 +  ++  
2 +  ++  
3 +  ++  
P3 (72 jam) 
1 +  +++  
2 +  +++  
3 +  +++  
P4 (96 jam) 
1 +  +++  
2 +  +++  
3 +  +++  
 
Data stabilitas susu dapat dilihat pada Tabel 16. 
Perlakuan pada susu sesaat setelah ozonisasi dan susu segar 
tanpa penyimpanan ketika diuji dengan alkohol 70% memiliki 
hasil yang negatif, berarti bahwa susu tersebut masih dalam 
keadaan baik dan tidak rusak serta masih layak untuk 
dikonsumsi. Dwitania dan Swacita (2013) prinsip dasar pada uji 
alkohol merupakan kestabilan sifat koloidal protein susu 
tergantung pada selubung atau mantel air yang menyelimuti 
bulir-bulir protein terutama kasein. Susu yang baik tidak akan 
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menggumpal ketika diuji dengan alkohol seperti pada perlakuan 
tanpa penyimpanan. Syarat mutu susu segar menurut SNI Susu 
segar 3141.1 : 2011 adalah negatif ketika diuji dengan alkohol 
70%. 
Perlakuan penyimpanan pada P1, P2, P3 dan P4 pada 
susu ozonisasi menunjukkan hasil positif (+) setelah diuji 
dengan alkohol 70%, mengindikasikan terdapat sedikit 
penggumpalan pada susu yang telah disimpan. Penggumpalan 
tersebut dapat terjadi karena susu mulai asam saat dilakukan 
penyimpanan di dalam kulkas. Nurliyani, Suranindyah and 
Pretiwi (2015) menjelaskan bahwa Uji alkohol dapat 











Gambar 4. Uji alkohol 70% pada susu 
Susu segar tanpa ozonisasi yang disimpan di dalam 
kulkas memiliki hasil positif yang bervariasi setelah diuji 
dengan alkohol. Penyimpanan 24 jam terdapat sedikit 
penggumpalan, 48 jam gumpalan menjadi lebih banyak, 72 jam 
dan 96 jam menunjukkan hasil gumpalan terbanyak. Habibah 
(2011) keadaan ini menunjukkan bahwa susu telah mengalami 
penurunan pH akibat terjadinya perkembangan jumlah bakteri 
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sehingga menyebabkan susu mulai asam yang akhirnya menjadi 
rusak. 
Susu menjadi pecah ketika diuji dengan alkohol dapat 
disebabkan beberapa hal, di antaranya karena adanya mikroba 
yang menghasilkan asam di dalam susu. Nababan, dkk. (2015) 
uji alkohol berdasarkan kenaikan tingkat keasaman dari air susu 
karena perkembangbiakan bakteri, adalah untuk melengkapi 
penetapan dari kualitas air susu. Pecahnya susu disebabkan oleh 
berkembangbiaknya bakteri asam susu, dalam hal ini laktosa 

















KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa 
perlakuan ozonisasi dan lama simpan memberikan pengaruh 
terhadap total BAL, pH dan stabilitas susu. Pada penyimpanan 
akhir 96 jam (P4) mendapati total BAL susu ozon sebesar 4,33 
log CFU/ml sedangkan untuk susu segar jumlah total BAL lebih 
tinggi yaitu 5,87 log CFU/ml. Nilai pH terendah susu ozon 
adalah 6,74 dan untuk susu segar sebesar 6,43. Stabilitas susu 
ozon selama penyimpanan menunjukkan hasil yang lebih stabil 
dibandingkan dengan susu tanpa perlakuan ozonisasi. 
 
5.2 Saran 
Saran dari penelitian ini yaitu pengujian komponen lain 
yang ada di dalam susu selama penyimpanan sehingga dapat 
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Lampiran 1. Prosedur Uji Total Bakteri Asam Laktat 
(Widodo, dkk. 2015) 
 
Alat dan Bahan 
1. Susu segar 
2. Pepton 
3. MRS Agar 
4. Cawan petri 
5. Gelas beaker 
6. Gelas ukur 
7. Tabung reaksi 
8. Pipet 
9. Hot plate dan magnetic stirrer 
10. Timbangan analitik 
11. Inkubator 
12. Autoklaf 
13. LAF (Laminar Air Flow) 
 
Prosedur kerja 
a. Pembuatan media 
1. Disiapkan alat dan bahan  
2. Ditimbang pepton sebagai media pengenceran 
sebanyak 1g / 1L akuades 
3. Ditimbang Media MRS Agar dengan takaran 
pembuatan sebanyak 66,20g/1L akuades 
4. Dihomogenisasi masing-masing media dengan 
magnetic stirrer diatas hot plate 





b. Pengenceran dan Penanaman Inokulan 
1. Disiapkan alat dan bahan 
2. Diambil sampel susu sebanyak 1 ml kemudian 
dimasukkan ke dalam 9 ml pepton 
(perbandingan 1 : 9) hingga pengenceran ke 10-
6. 
3. Diambil 3 faktor pengencer terakhir untuk 
penanaman inokulan 
4. Diambil 1 mL dan ditanam dengan metode 
pour plate pada cawan petri.  
5. Dimasukkan ke dalam inkubator selama 24 jam 
pada suhu 37oC 
6. Diberi pengkodean pada masing-masing cawan 
sesuai dengan perlakuan 
7. Diamati dan dihitung pertumbuhan koloni 





Lampiran 2. Prosedur Uji Tingkat Keasaman (pH) 
(Nababan, dkk. 2014) 
 
Alat dan Bahan 
1. Susu segar 
2. Larutan penyangga pH 4 dan pH 7 
3. Akuades  
4. pH meter 
5. Gelas beaker 
 
Prosedur Kerja 
1. Disiapkan alat dan bahan 
2. Dikalibrasi pH meter dengan larutan penyangga pH 4,0  
3. Dikalibrasi pH meter dengan larutan penyangga pH 7,0 
4. Dimasukkan susu ke dalam gelas beaker sebanyak 20 
mL 
5. Dicelupkan elektrode pH meter ke dalam gelas beaker 




Lampiran 3. Prosedur Uji Alkohol (Nababan, dkk. 2015) 
Susu yang diuji dengan uji alkohol akan menunjukkan 
hasil positif ketika terjadi penggumpalan. Sebaliknya, susu 
yang telah diuji dengan uji alkohol tetapi tidak terjadi 
penggumpalan maka susu tersebut dikatakan negatif uji 
alkohol. 
 
Alat dan Bahan 
1. Susu segar 
2. Alkohol 70% 
3. Tabung reaksi 
 
Prosedur Kerja 
1. Disiapkan alat dan bahan 
2. Dimasukkan 3 ml susu ke dalam tabung reaksi 
3. Ditambahkan 3 ml alkohol 70% 
4. Dikocok perlahan-lahan tabung reaksi 














Lampiran 4. Data penelitian dan analisis statistik total BAL 










1 2 3 
Ozon 
P0 4,95 5,04 5,26 15,25  0,16 
P1 4,6 4,6 4,78 13,98  0,10 
P2 4,6 4,48 4,78 13,86  0,15 
P3 4 4 4,3 12,30  0,17 
P4 4,7 4 4,3 13,00 68,39 0,35 
Segar 
P0 4,85 4,9 5,1 14,85  0,13 
P1 4,6 4,6 4,7 13,90  0,06 
P2 4,48 4,6 4,48 13,56  0,07 
P3 5,23 5,51 5,41 16,15  0,14 
P4 5,74 5,9 5,99 17,63 76,09 0,13 
Total      144,48  
 
FK (faktor koreksi) =   
(𝟏𝟒𝟒,𝟒𝟖)𝟐
𝟑𝟎
  = 695,81568 
 
JK Total = (4,952 + 4,62 + .... + 5,992) – 695,81568 
     = 7,94532 
 
JK Susu = 
68,392 + 76,092
3 𝑥 5
 – 695,81568 
    = 1,97633 


















          = 3,7693 
JK Tersarang Susu (S-M) = JK Tersarang Susu Ozon  + JK 
Tersarang Susu segar 
           = 1,65136 + 3,7693 
           = 5,42065 
JK Galat = JKTotal – JKsusu – JKtersarang susu  
     = 7,94532 - 1,976333 - 5,4206533 
     = 0,54833 
 
Analisis Sidik Ragam 
SK Db JK KT F hitung F0,05 F0,01 
Perlakuan 1 1,97633 1,97633 72,08511 5,32 11,26 
(S-M) 8 5,42065 0,67758 24,71422 2,45 3,56 
Galat 20 0,54833 0,02742    
Total 29 7,94532     
 
Kesimpulan: 
 F hitung > F0,01 menunjukkan bahwa perlakuan 
ozonisasi dan lama simpan pada susu memberikan pengaruh 
yang berbeda sangat nyata terhadap total bakteri asam laktat 
yang ada di dalam susu. 
 
Uji Jarak Berganda Duncan Total BAL 
 










  = 0,095597536 







P 2 3 4 5 










Notasi Susu Ozonisasi 




penyimpanan) 5,08 ± 0,16 
c 
P1 (24 jam)  4,66 ± 0,10 b 
P2 (48 jam) 4,62 ± 0,15 b 
P3 (72 jam) 4,10 ± 0,17 a 
P4 (96 jam)  4,33 ± 0,35 ab 
 
 
Notasi Susu Segar 




penyimpanan) 4,95 ± 0,13 
b 
P1 (24 jam)  4,63 ± 0,06 ab 
P2 (48 jam) 4,52 ± 0,07 a 
P3 (72 jam) 5,38 ± 0,14 c 






Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 4,95 ± 0,16 a 
Susu Segar 5,08 ± 0,13 a 
 
Notasi P1 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi  
Susu Ozonisasi 4,66 ± 0,10 a 
Susu Segar 4,63 ± 0,06 a 
 
Notasi P2 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 4,62 ± 0,15 a 
Susu Segar 4,52 ± 0,07 a 
 
Notasi P3 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 4,10 ± 0,17 a 
Susu Segar  5,38 ± 0,14 b 
 
Notasi P4 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 4,33 ± 0,35 a 












Lampiran 5. Data penelitian dan analisis statistik nilai pH 










1 2 3 
Ozon 
P0 6,77 6,93 6,75 20,45  0,10 
P1 6,81 6,74 6,88 20,43  0,07 
P2 6,85 6,75 6,80 20,40  0,05 
P3 6,70 6,75 6,77 20,22  0,04 
P4 6,69 6,83 6,71 20,23 101,73 0,08 
Segar 
P0 6,79 6,81 6,77 20,37  0,02 
P1 6,67 6,58 6,68 19,93  0,06 
P2 6,49 6,56 6,50 19,55  0,04 
P3 6,38 6,51 6,46 19,35  0,07 
P4 6,42 6,44 6,44 19,30 98,50 0,01 
Total      200,23  
 
FK (faktor koreksi) =   
(𝟐𝟎𝟎,𝟐𝟑)𝟐
𝟑𝟎
  = 1336,455159 
 
JK Total = (6,772 + 6,932 + .... + 6,442) – 1336,455159 
     = 0,70144 
 
JK Susu = 
101,732 + 98,502
3 𝑥 5
 – 1336,455159 
    = 0,34863 


















                   = 0,26893333 
JK Tersarang Susu (S-M) = JK Tersarang Susu Ozon  + JK 
Tersarang Susu segar 
           = 0,016935 + 0,26893333 
                    = 0,28587 
JK Galat = JKTotal – JKsusu – JKtersarang susu  
     = 0,701437467 - 0,348625 - 0,285868267 
     = 0,06694 
 
Analisis Sidik Ragam 
SK Db JK KT F hitung F0,05 F0,01 
Perlakuan 1 0,34863 0,34863 104,15428 5,32 11,26 
(S-M) 8 0,28587 0,03573 10,67565 2,45 3,56 
Galat 20 0,06694 0,00335    
Total 29 0,70144     
 
Kesimpulan: 
 F hitung > F0,01 menunjukkan bahwa perlakuan 
ozonisasi dan lama simpan pada susu memberikan pengaruh 
yang berbeda sangat nyata terhadap nilai pH yang ada di dalam 
susu. 
 
Uji Lanjutan Duncan Nilai pH 
 










   = 0,033402595 







P 2 3 4 5 











Notasi Susu Ozonisasi 
Perlakuan Rataan pH Notasi 
P0 (tanpa 
penyimpanan) 
6,82 ± 0,10 x 
P1 (24 jam) 6,81 ± 0,07 x 
P2 (48 jam) 6,80 ± 0,05 x 
P3 (72 jam) 6,74 ± 0,04 x 
P4 (96 jam) 6,74 ± 0,08 x 
 
Notasi Susu Segar 
Perlakuan Rataan pH Notasi 
P0 (tanpa 
penyimpanan) 
6,79 ± 0,02 z 
P1 (24 jam) 6,64 ± 0,06 y 
P2 (48 jam)  6,52 ± 0,04 xy 
P3 (72 jam) 6,45 ± 0,07 x 






Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 6,82 ± 0,16 x 
Susu Segar 6,79 ± 0,13 x 
 
Notasi P1 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi  
Susu Ozonisasi 6,81 ± 0,07 x 
Susu Segar 6,64 ± 0,06 y 
 
Notasi P2 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 6,80 ± 0,05 x 
Susu Segar 6,52 ± 0,04 y 
 
Notasi P3 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 6,74 ± 0,04 x 
Susu Segar 6,45 ± 0,07 y 
 
Notasi P4 
Perlakuan Rataan BAL (log CFU/ml) Notasi 
Susu Ozonisasi 6,74 ± 0,08 x 












Lampiran 6. Data Penelitian Stabilitas Susu Ozonisasi 
















1  √  √ 
2  √  √ 
3  √  √ 
P1 (24 jam) 
1 +  +  
2 +  +  
3 +  +  
P2 (48 jam) 
1 +  ++  
2 +  ++  
3 +  ++  
P3 (72 jam) 
1 +  +++  
2 +  +++  
3 +  +++  
P4 (96 jam) 
1 +  +++  
2 +  +++  









Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian 
Uji alkohol tidak 
terjadi penggumpalan 
Uji alkohol terjadi 
penggumpalan 
Uji alkohol 70% 






Proses ozonisasi Keterangan alat 
generator ozon 
